Karakterizacija vpliva aminokislinskih derivatov sukcinimida na aktivnost katepsina B by Turel, Tina
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 
UNIVERZITETNI ŠTUDIJSKI PROGRAM 1. STOPNJE 
BIOKEMIJA 
 
Karakterizacija vpliva aminokislinskih derivatov 
sukcinimida na aktivnost katepsina B 
 
DIPLOMSKO DELO 
 
 
Tina Turel 
MENTOR: izr. prof. dr. Marko Novinec 
 
Ljubljana, 2019 
  
 
IZJAVA O AVTORSTVU 
diplomskega dela 
 
Spodaj podpisana Tina Turel sem avtorica diplomskega dela z naslovom: Karakterizacija 
vpliva aminokislinskih derivatov sukcinimida na aktivnost katepsina B. 
S svojim podpisom zagotavljam, da: 
 je diplomsko delo izključno rezultat mojega lastnega raziskovalnega dela pod 
mentorstvom izr. prof. dr. Marka Novinec; 
 
 sem poskrbela, da so dela in mnenja drugih avtorjev, ki jih uporabljam v predloženem 
diplomskem delu, navedena oziroma citirana v skladu z navodili; 
 
 se zavedam, da je plagiatorstvo, v katerem so tuje misli oziroma ideje predstavljene 
kot moje lastne, kaznivo po zakonu (Zakon o avtorski in sorodnih pravicah – uradno 
prečiščeno besedilo (ZASP-UPB3) (Ur. list RS, št. 16/2007); 
 
 sem poskrbela za slovnično in oblikovno korektnost diplomskega dela; 
 
 je elektronska oblika diplomskega dela identična tiskani obliki diplomskega dela. 
 
V Ljubljani, 15. 7. 2019      Podpis avtorice:  
 
 ZAHVALA 
Praktični del diplomskega dela sem opravila na katedri za biokemijo Fakultete za kemijo in 
kemijsko tehnologijo, Univerze v Ljubljani. 
Najprej se želim zahvaliti svojemu mentorju izr. prof. dr. Marku Novincu, za predano znanje, 
pomoč pri reševanju problemov, za potrpežljivost in vse nasvete, ki sem jih prejela tekom 
laboratorijskega dela in kasneje pri pisanju diplomskega dela. Posebno zahvalo bi namenila 
Tjaši Goričan, za njeno potrpežljivost in prijaznost ter pomoč pri izvajanju praktičnega dela 
diplomske naloge. Zahvaljujem se tudi Matjažu Malavašič, Anji Kerš ter vsem ostalim 
zaposlenim na katedri. 
Zahvaljujem se tudi doc. dr. Marini Klemenčič univ. dipl. biokem. za pregled diplomskega 
dela. 
Na koncu bi se rada zahvalila še moji družini za nenehno podporo, ki so mi jo izkazali ves 
čas mojega šolanja.  
 
KAZALO 
1 UVOD........................................................................................................................ 1 
1.1 Cisteinski katepsini .............................................................................................. 1 
1.1.1 Struktura cisteinskih katepsinov .................................................................... 2 
1.2 Katepsin B ........................................................................................................... 3 
1.2.1 Vloga katepsina B pri boleznih ..................................................................... 4 
1.3 Alosterija pri encimih .......................................................................................... 5 
1.3.1 Alosterična regulacija papainu podobnih peptidaz ......................................... 5 
2 NAMEN DELA ......................................................................................................... 7 
3 MATERIALI IN METODE ....................................................................................... 8 
3.1 Materiali .............................................................................................................. 8 
3.1.1 Laboratorijska oprema .................................................................................. 8 
3.1.2 Kemikalije .................................................................................................... 9 
3.1.3 Pufri ........................................................................................................... 10 
3.1.4 Substrati ..................................................................................................... 10 
3.1.5 Aminokislinski derivati sukcinamida .......................................................... 10 
3.2 Metode .............................................................................................................. 13 
3.2.1 Merjenje encimske aktivnosti s fluorescenčnim substratom ......................... 13 
3.2.2 Izdelava titracijske krivulje ......................................................................... 13 
3.2.3 Poskus z azokazeinom ................................................................................ 14 
3.2.4 Teorija reverzibilnih inhibitorjev in analiza podatkov ................................. 15 
4 REZULTATI ........................................................................................................... 16 
4.1 Testiranje aminokislinskeih derivatov sukcinimida in iskanje inhibitorjev .......... 16 
 
4.2 Titracijske krivulje ............................................................................................. 17 
4.3 Vpliv inhibitorjev na razgradnjo azokazeina....................................................... 20 
5 RAZPRAVA ............................................................................................................ 21 
6 ZAKLJUČEK .......................................................................................................... 24 
7 LITERATURA ........................................................................................................ 25 
 
  
 
SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN SIMBOLOV 
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KARAKTERIZACIJA VPLIVA AMINOKISLINSKIH DERIVATOV SUKCINIMIDA NA 
AKTIVNOST KATEPSINA B 
POVZETEK 
Katepsin B je predstavnik družine papainu podobnih cisteinskih peptidaz. Po svoji zgradbi 
se precej razlikuje od ostalih predstavnikov te družine, saj ima dodaten strukturni element, 
imenovan zaporna zanka. Zaporna zanka mu omogoča, da lahko deluje kot endo- ali 
eksopeptidaza. Endopeptidazna aktivnost katepsina B je povezana z različnimi patološkimi 
stanji, kot so revmatične bolezni.  
V okviru diplomskega dela smo preverjali vpliv nekaterih aminokislinskih derivatov 
sukcinimida na aktivnost človeškega katepsina B. Določili smo delež preostale encimske 
aktivnosti pri nasičenju z inhibitorjem ter potentnost inhibitorja v obliki vrednosti EC50. Iz 
nabora spojin smo identificirali spojine 6, 8 in 15, ki so delovale kot hiperbolični inhibitorji 
katepsina B ter 4, 5, 11 in 12, ki so delovale kot popolni inhibitorji. Izbranim inhibitorjem 
smo preverili tudi inhibitorni vpliv hidrolize makromolekulskega substrata azokazeina. 
Rezultati so pokazali, da so hiperbolični inhibitorji v večini obdržali svoje inhibitorne 
sposobnosti, linearni pa niso bistveno vplivali na razgradnjo azokazeina s katepsinom B. 
Ključne besede: katepsin B, alosterija, inhibitor, makromolekulski substrat   
 
CHARACTERIZATION OF THE EFFECTS OF AMINO ACID DERIVATIVES OF 
SUCCINIMIDE ON THE ACTIVITY OF CATHEPSIN B 
ABSTRACT 
Cathepsin B is a representative of the papain-like cysteine peptidase family. Its structure is 
different from the other representatives of this family, in that it has an additional structural 
element called the occluding loop. This element allows it to act as an endo- or exopeptidase. 
Endopeptidase activity of cathepsin B is involved in various pathological conditions, such as 
rheumatic diseases. 
In thesis, we tested the effects of selected amino acid derivatives of succinimide on the 
activity of human cathepsin B. We determined residual enzyme activity at saturation with 
inhibitors and the potency of the inhibitors expressed as EC50 were determined. From our in-
house compound library, we identified compounds 6, 8 and 15, as partial inhibitors of 
cathepsin B and compounds 4, 5, 11 and 12 as linear inhibitors, respectively. Selected 
inhibitors were also assayed for their inhibitory effect on the hydrolysis of the 
macromolecular substrate azocaseins. Partial inhibitors, for the most part, retained their 
inhibitory activity, whereas linear inhibitors did not significantly affect the caseinolytic 
activity of cathepsin B. 
Keywords: cathepsin B, allostery, inhibitor, macromolecular substrate 
1 
 
1 UVOD 
1.1 Cisteinski katepsini 
Peptidaze so encimi, ki jih najdemo v vseh živih organizmih. Katalizirajo hidrolizo peptidnih 
vezi in s tem opravljajo kritične funkcije. Tako so peptidaze pri večini bioloških procesov 
bistvene. Sodelujejo pri bioloških procesih, od metabolizma proteinov do uravnavanja visoko 
organiziranih procesov, kot je kaskada strjevanja krvi. Pri ljudeh peptidaze predstavljajo več 
kot 10 % vseh znanih encimov [1]. 
Ime katepsin izhaja iz grške besede kathepseine, kar pomeni 'za prebavo'. Cisteinski katepsini 
so člani družine papinu podobnih peptidaz. Pri človeku obstaja 11 cisteinskih katepsinov, in 
sicer katepsini B, C, F, H, K, L, O, S, V, X in W. Cisteinski katepsini so  bili sprva 
obravnavani kot znotrajcelični encimi, saj so optimalno aktivni v kislem okolju, ki ga 
najdemo v lizosomih. Nadaljnje raziskave so pokazale, da so aktivni katepsini prisotni tudi v 
drugih celičnih regijah, kot so jedro, citoplazma in plazemska membrana [2,3]. 
Kljub dejstvu, da enajst cisteinskih katepsinov, ki jih najdemo pri človeku, predstavlja le 
majhen del človeškega proteolitičnega repertoarja, so ti encimi pritegnili veliko pozornosti 
zaradi svojih različnih vlog v fizioloških in patoloških procesih, ki segajo od nespecifičnega 
proteinskega prometa v endolizosomalni poti do visoko specializiranih funkcij v tkivni 
homeostazi. Katepsini so izraženi v vseh človeških tkivih, kar nakazuje na to, da so ti encimi 
vključeni v normalno celično razgradnjo in transport proteinov. Skupaj z naraščajočim 
številom vlog cisteinskih katepsinov raste tudi poznavanje njihove vpletenosti v bolezni, kot 
so rak in revmatoidni artritis [2,3]. 
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1.1.1 Struktura cisteinskih katepsinov 
Vsi cisteinski katepsini imajo isto strukturno ogrodje, ki ga imenujemo papainsko zvitje. 
Strukturo sestavljata dve poddomeni, ki ju imenujemo poddomeni L in R (slika 1.1). Aktivno 
mesto je na vrhu molekule med L- in R-domenami (slika 1.1). Vsebuje ohranjeno katalitično 
diado Cys29-His199 (slika 1.1). Papainu podobne peptidaze lahko delujejo kot endo- ali 
eksopeptidaze, nekatere pa imajo aktivnost tako endo- kot tudi eksopeptidaze. Katepsini F, 
K, L, S in V so izključno endopeptidaze, katepsin B je tudi peptidil-dipeptidaza, katepsin X 
je karboksipeptidaza, katepsin H je aminopeptidaza in katepsin C je dipeptidil-peptidaza. 
Proteolitična aktivnost preostalih dveh članov, katepsina W in O, še ni znana [4]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 1.1.: Struktura zrele oblike katepsina B. Struktura encima (vnos PDB 1HUC) je 
prikazana v standardni orientaciji. Poddomena L je obarvana modro, poddomena R pa 
rumeno. Aktivno mesto je označeno s črno puščico. Katalitična diada Cys29-His199 je 
označena z zeleno. Slika je pripravljena s programom UCSF Chimera. 
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1.2 Katepsin B 
Katepsin B je predstavnik družine papainu podobnih peptidaz. Ta cisteinska peptidaza je bila 
sprva identificirana kot lizosomski encim, ki sodeluje pri intracelularni razgradnji proteinov. 
Kasneje pa so mu določili še druge fiziološke vloge, kot so procesiranje antigenov, 
aktiviranje tiroglobulina, sodeluje pa tudi pri zorenju beta-galaktozidaze. S patološkega 
vidika katepsin B aktivira tripsinogen pri dednem pankreatitisu in sodeluje pri apoptozi, 
napredovanju tumorja in malignosti ter revmatičnih boleznih [4,5]. 
Katepsin B deluje kot endopeptidaza, peptidil-dipeptidaza in karboksipeptidaza. Med 
cisteinskimi peptidazami ima edinstven strukturni element, ki se imenuje zaporna zanka 
(slika 1.2).  Zaporna zanka vsebuje ostanke Ile105-Pro126 in ima vlogo pH-specifičnega 
stikala, ki določa aktivnost katepsina B. V lizosomu nizek pH omejuje peptidazo na zaprto, 
eksopeptidazno konformacijo, medtem ko skoraj nevtralni pH zunajceličnega okolja 
spodbuja endopeptidazno aktivnost katepsina B (slika 1.2) [3,4,5]. 
Slika 1.2: Struktura zrele oblike katepsina B (vnos PDB 1HUC) v zaprti in odprti 
konformaciji zaporne zanke. Struktura zrele oblike katepsina B je v standardni orientaciji.  Z 
modro je označena odprta konformacija zapone zanke, z rumeno pa zaprta. Slika je 
pripravljena s programom UCSF Chimera. 
 
4 
 
1.2.1 Vloga katepsina B pri boleznih 
Visoko raven katepsina B najdemo v različnih vrstah raka pri človeku. Vpleten je v 
napredovanje tumorjev iz premalignih v maligna stanja. Med prehodom na malignost pride 
do sprememb lokalizacije katepsina B. Prisotnost tega encima na površini tumorskih celic 
prispeva k lokalnemu raztapljanju bazalne membrane [6,7]. 
Katepsini prav tako sodelujejo pri veliko fizioloških procesih, ki so povezani z živčnim 
sistemom. Aktivirana mikroglija sprosti številne snovi, ki lahko vplivajo na nevronsko 
signalizacijo. Stimulirana je s peptidnim kromograninom A (CGA), ki ga izloča katepsin B. 
Le-ta vpliva na stopnjo možganske atrofije in je  bistven za zorenje in celovitost poporodnega 
sistema. Mikroglija, ki je bila aktivirana s CGA preko katepsina B lahko sproži apoptozo 
nevronov. Katepsini sodelujejo tudi pri amiloidogeni procesiranju amiloidnega 
perkurzorskega proteina in so delno odgovorni za poškodbe tkiva in izguba nevronov v 
nevropatologiji Alzheimerjeve bolezni [8,9]. 
Za revmatoidni artritis je značilno kronično vnetje sklepov in infiltracija aktiviranih celic 
CD4+, T in APC. Bolezen progresivno uničuje sklepni hrustanec, kar vodi v izgubo sklepne 
funkcije. Pri napredovanju same bolezni, imajo ključno vlogo katepsini, med njimi tudi 
katepsin B. Pretekle raziskave so pokazale, da je prišlo pri bolnikih z ravmatoidnim 
artritisom, do neravnovesja med katepsinom B in njegovimi inhibitorji zaradi povečanih 
koncentracij aktivnega katepsina B v nodularnih lezijah. Na podlagi teh rezultatov je velika 
verjetnost, da je katepsin B povezan z razgradnjo hrustanca v revmatoidnem artritisu, in sicer 
z aktiviranjem fibrinolitične kaskade. Uporaba specifičnih inhibitorjev katepsinov lahko tako 
v prihodnje prispeva k večji učinkovitosti in varnejšemu zdravljenju revmatoidnega artritisa 
in osteoartiritisa [2,10]. 
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1.3 Alosterija pri encimih 
Alosterična regulacija pri encimih poteka z vezavo nekega liganda ali drugega proteina, 
imenovanega efektor, na alosterično mesto, ki je oddaljeno od aktivnega mesta. Efektorji, ki 
povečajo funkcijo proteina, na primer afiniteto za ligand ali katalitično hitrost, so 
poimenovani alosterični aktivatorji. Efektorji, ki zmanjšajo funkcijo, pa so znani kot 
alosterični inhibitorji. Prav tako lahko alosterija obstaja brez vezave liganda. V takem 
primeru so v alosterično regulacijo vključene mutacije in kovalentne modifikacije na 
alosteričnem mestu [11,12]. 
Konformacijske spremembe, ki so posledica vezave efektorja na alosterično mesto, 
razložimo z dvema modeloma. Prvi je model »inducirane prilagoditve«, pri katerem se ligand 
veže na dominantno konformacijo in inducira konformacijsko spremembo v proteinu. Drugi 
model, pa se imenuje »konformacijska selekcija«, ki je zasnovan na modelu MWC alosterije 
[13]. 
1.3.1 Alosterična regulacija papainu podobnih peptidaz 
Iz vidika alosterične regulacije je med papinu podobnimi peptidazami najbolj preučen  
katepsin K. Je glavna kolagenolitična peptidaza v kosteh, ki sodeluje pri fiziološki in tudi 
patološki razgradnji kosti. Lahko cepi več zunajceličnih substratov, vključno z proteoglikani 
in sprošča aktivne glikozaminoglikane. Glikozaminoglikani, ki se nahajajo v kosteh, 
potencirajo kolagenolitično aktivnost katepsina K in so alosterični regulatorji tega encima. 
Površina katepsina K je zelo pozitivno nabita, zato se lahko glikozaminoglikani vežejo na 
več različnih lokacij po encimu. Odkritih je bilo tudi nekaj sintetičnih malih molekul, ki 
delujejo kot alosterični regulatorji katepsina K. Spojini NSC13345 in NSC94914 se vežeta v 
alosterično mesto, ki se nahaja na spodnji desni strani katepsina K in inhibirata 
kolagenolitično aktivnost katepsina K [3,15,16,17,18]. 
Delovanje katepsina B, tako kot delovanje katepsina K, uravnavajo glikozaminoglikani in 
sicer kot alosterični aktivatorji. Interakcija katepsina B z glikozaminglikani je občutljiva na 
naboj in vrsto polisaharida. Vezava katepsina B z glikozaminglikani lahko poveča aktivnost 
endopeptidazne aktivnosti katepsina B in poveča njegovo stabilnost pri alkalnem pH, vendar 
zmanjša stabilnost po celotnem pH profilu encima [3,19]. 
Zaradi različnih vlog v patoloških stanjih so peptidaze pogosto tarča razvoja zdravil [14]. 
Pomembnost za odkrivanje zdravil je ponazorjena z več zdravili, uvedenimi v klinično 
prakso. npr. za zdravljenje okužb s HIV, raka, hipertenzije, nadzora koagulacije krvi ali 
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diabetesa tipa 2. Vendar pa večina trenutno znani regulatorji majhnih molekul ciljajo na 
aktivno mesto peptidaz. Ker se alosterična mesta med seboj bolj razlikujejo kot aktivna 
mesta, so lahko primernejša za selektivno vezavo. Poleg tega bi lahko alosterična mesta 
predstavljala pomembna vezavna mesta za vezavo malomolekulskih aktivatorjev [13]. 
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2 NAMEN DELA 
Namen diplomskega dela je bil preveriti vpliv nekaterih aminokislinskih derivatov 
sukcinimida, ki so bili sintetizirani kot potencialni alosterični inhibitorji katepsinov K in S, 
na aktivnost katepsina B. Spojinam z vplivom na katepsin B smo nameravali določiti 
potentnost za inhibicijo hidrolize sintetičnega substrata Z-Phe-Arg-AMC ter preveriti 
njihovo učinkovitost inhibicije razgradnje proteinskega substrata azokazeina. 
Delo je temeljilo na hipotezi, da zaradi strukturne podobnosti med alosteričnimi mesti 
katepsinov K in S ter katepsina B med sintetiziranimi aminokislinskimi derivati sukcinimida 
obstajajo alosterični inhibitorji katepsina B. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Tabela 3.1.1: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
Naprava Model Proizvajalec 
Fluorimeter Luminiscience 
Spectrometer LS50 
Perkin-Elmer, ZDA 
Spektrofotometer Vain Cray 50-UV-vis 
Spectrophotometer 
Perkin-Elmer, ZDA 
Stresalnik FB15013 TopMix Thermo Fischer Scientific, 
ZDA 
 
Termoblok 
Thermomixer 5436 
Themomixer comford 
Bio TDB-100 
Eppendorf, Nemčija 
Eppendorf, Nemčija 
Biosan, Latvija 
 
Tehnica 
WLC2/A2 
PL83-S 
XA 60/220/X 
RADWAG, Poljska 
Mettler Toledo, Švica 
RADWAG, Poljska 
pH meter Seveneasy Mettler Toledo, Švica 
Laminar MC 12-3 Iskra PIO, Slovenija 
 
Centrifuga 
Sorvall RC6+ 
Centrifuge 2000c 
Labsonic M Ultrasonic 
pocessor 
Thermo Fischer Scientific, 
ZDA 
Eppendorf, Nemčija 
Eppendorf, Nemčija 
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3.1.2 Kemikalije 
Tabela 3.1: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Kemikalije Proizvajalec 
Akrilamid/bisakrilamid Sigma-Aldrich, ZDA 
DMSO Sigma-Aldrich, ZDA 
DTT Thermo Fischer Scientific, ZDA 
EDTA Thermo Fischer Scientific, ZDA 
Etanol EPC, Slovenija 
HCl Carlo Erba Reagents, Italija 
Imidazol Sigma-Aldrich, ZDA 
Izopropanol Sigma-Aldrich, ZDA 
NaCl Gram-mol, Hrvaška 
NaH2PO4 Thermo Fischer Scientific, ZDA 
NaOAc Sigma-Aldrich, ZDA 
NaOH Carlo Erba Reagents, Italija 
Ocetna kislina Gram-mol, Hrvaška 
Tris Sigma-Aldrich, ZDA 
Azokazein Sigma-Aldrich, ZDA 
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3.1.3 Pufri 
Za vse poskuse smo uporabili reakcijski pufer s pH 6,0 in sestavo 50 mM NaH2PO4, pH 6,0, 
1 mM EDTA. 
3.1.4 Substrati 
Pri določanju inhibicije smo kot substrat uporabili Z-Phe-Arg-AMC. Pri poskusu z 
azokazeinom sem kot makromolekulski substrat uporabila azokazein.  
3.1.5 Aminokislinski derivati sukcinamida  
Tabela 3.2: Seznam uporabljenih aminokislinskih derivatov sukcinamida. 
Oznaka Molska masa [g/mol] Strukturna formula 
1 186  
2 216  
3 200  
11 
 
4 315  
5 266   
6 203   
7 315   
8 329  
9 230  
12 
 
10 171  
11 202   
12 246  
13 216  
14 200   
15 292  
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3.2    Metode 
3.2.1 Merjenje encimske aktivnosti s fluorescenčnim substratom 
Fluorescenca je pojav, pri katerem določena kemijska spojina (fluorokrom) oddaja svetlobo 
določene valovne dolžine po tem, ko jo zadane svetloba nižje valovne dolžine. Fluorescenčna 
emisija iz neobdelanih materialov je znana kot primarna, naravna fluorescenca ali 
avtofluorescenca. Ko umetno ustvarimo fluorescenco z uporabo dodatnih fluorescentnih 
snovi, pride do sekundarne fluorescence. Za merjenje fluorescence se uporablja fluorimeter 
[20,21]. 
Inhibitorne lastnosti aminokislinskih derivatov sukcinimida smo določili tako, da smo 
primerjali aktivnost katepsina B v prisotnosti in odsotnosti teh spojin. Začetna raztopina je 
vsebovala 0,2 nM encima, 2,75 mM DTT, 5 µM substrata in je bila pripravljena v pufru s pH 
6,0 (50 mM NaH2PO4, pH 6,0, 1 mM EDTA). Vse naslednje raztopine so vsebovale 0,2 nM 
encima, 2,75 mM DTT, 5 µM substrata, 1 mM  spojine in so bile pripravljene v istem pufru. 
Pri vsaki raztopini smo meritve ponovili trikrat. Časovni interval posamezne meritve je bil 
60 sekund. Izmerjenim krivuljam smo z uporabo linearne regresije v programu GraphPad 
Prism določili naklone, ki so sorazmerni z začetnimi hitrostmi reakcije, ter za vsako spojino 
izračunali % inhibicije.  
3.2.2 Izdelava titracijske krivulje 
Titracijsko krivuljo smo izdelali za vsako spojino posebej. Titracijska krivulja je sestavljena 
iz meritev fluorescence pri naraščajočih koncentracijah testiranih aminokislinskih derivatov 
sukcinimida. Začetna raztopina je vsebovala 0,2 mM encima, 2,75 mM DTT, 5 µM substrata 
in je bila pripravljena v pufru s pH 6 (50 mM NaH2PO4, pH 6,0, 1 mM EDTA). Vse naslednje 
raztopine so vsebovale 0,2 mM encima, 2,75 mM DTT, 5 µM substrata, naraščajoče 
koncentracije spojine in so bile pripravljene v pufru  s pH 6 (50 mM NaH2PO4, pH 6,0, 1 
mM EDTA). Koncentracije spojine v raztopinah so bile 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 
0,9; 1,00 mM. Interval posamezne meritve je bil 60 sekund. Izmerjenim krivuljam smo z 
uporabo linearne regresije v programu GraphPad Prism določili naklone, ki so sorazmerni z 
začetnimi hitrostmi reakcije ter narisali diagrame odvisnosti začetnih hitrosti od 
koncentracije inhibitorja. Eksperimentalnim točkam smo prilegali logistično enačbo s štirimi 
parametri (enačba I) in tako določili delež preostale encimske aktivnosti pri nasičenju z 
inhibitorjem ter potentnost inhibitorja EC50. 
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3.2.3    Poskus z azokazeinom 
Azokazein je kromogeni derivat kazeina. Je nespecifičen substrat za mnoge endopeptidaze, 
tudi katepsin B. Pri hidrolizi kazeina se sprostijo peptidi, ki ostanejo v topni frakciji po 
obarjanju proteina s trikloroocetno kislino. Barvilo, ki je bilo sprva vezano na kazein, kasneje 
pa na peptide, delektiramo z absorpcijo pri 440 nm [23,24]. 
Pri poskusu smo najprej naredili založno raztopino azokazeina s koncentracijo 3 
𝑚𝑔
𝑚𝐿
. Nato 
smo raztopino postavili v termoblok in jo stresali 15 min pri 37 ֯C. Azokazein je bil 
pripravljen za uporabo, ko je bila raztopina bistra. Raztopini azokazeina smo dodali DTT, 
katerega končna koncentracija je bila 5 mM. Pri poskusu smo za vsako raztopino imeli 3 
vzorce, da smo preverili ponavljivost rezultatov. Prva raztopina je vsebovala samo azokazein 
z DTT in je predstavljala pozitivno kontrolo, druga je vsebovala azokazein z DTT in 0,1 µM 
encima in je predstavljala pozitivno kotrolo. Vse ostale raztopine so vsebovale 0,1 µM 
encima in 1mM spojine in so bile pripravljene v raztopini azokazeina z dodanim DTT. Vse 
mikrocentrifugirke z pripravljenimi raztopinami smo dali v stresalnik in stresali 1h 45min pri 
37 ֯C. Po končanem stresanju smo ustavili reakcijo s 5% trikloroocetno kislino. Vzorce smo 
dali na led za 10 min. Po 10h min smo jih centrifugirali in v nove centrifugirke odmerili 150 
μL raztopine. Raztopini smo dodali 850 μL 0,5 M NaOH. Vzorcem smo izmerili absorbanco 
pri 440 nm. 
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3.2.4 Teorija reverzibilnih inhibitorjev in analiza podatkov 
Inhibitorji so snovi, ki spremenijo katalitično delovanje encima in posledično upočasnijo ali 
v nekaterih primerih ustavijo katalizo. Reverzibilno inhibicijo delimo na popolno in delno. 
Vsako pa nato delimo na kompetitivno, akompetitivno in mešano inhibicijo [25,26]. 
Pri reverzibilni inhibiciji se inhibitor veže na kompleks encim substrat in s tem dejanjem 
vpliva na katalitične lastnosti encima (shema I) [25,26]. 
 
 
 
 
 
 
Shema I: Reakcijska shema. Legenda E-encim, S-substrat, P-produkt, Ki-disociacijska 
konstanta, K'i-disociacijska konstanta inhibicije [26] 
 Enačba I: Logistična enačba s štirimi parametri [26]. 
vi=v0 – (vo - v∞ ) [I]h  / (EC50 + [I]h) 
Logistično enačbo s štirimi parametri uporabimo, kadar je mehanizem vezave modifikatorja 
na encim kompleksen, zaradi več možnih načinov vezave in kooperativnih efektov oziroma 
kadar želimo na hitro oceniti približno afiniteto inhibitorja, ki jo izrazimo v obliki potentnosti 
inhibicije EC50, tj. koncentracije inhibitorja, potrebne za 50% maksimalen učinek [26]. 
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4 REZULTATI  
V okviru diplomske naloge smo uporabljali rekombinantni človeški katepsin B. Na njem smo 
nato preizkusili vpliv različnih aminokislinskih derivatov sukcinimida. Iz izbora spojin, ki 
smo jih preverili, smo nato izbrali nekaj spojin, ki so inhibirale aktivnost katepsina B. Izmerili 
smo titracijske krivulje katepsina B z izbranimi spojinami ter iz njih ocenili mehanizem 
inhibicije. Delovanje nekaterih inhibitorjev smo nato testirali še z uporabo 
makromolekulskega substrata azokazeina. 
4.1 Testiranje aminokislinskeih derivatov sukcinimida in iskanje 
inhibitorjev 
Aminokislinske derivate sukcinimida smo testirali tako, da smo najprej izmerili aktivnosti 
encima z uporabo sintetičnega substrata Z-FR-AMC, nato pa smo izmerili še aktivnost v 
prisotnosti 1mM aminokislinskega derivata sukcinimida. Vse meritve smo ponovili trikrat in 
primerjali vrednost hitrosti reakcij v prisotnosti in odsotnosti spojine. Rezultati so zbrani na 
sliki 4.1. 
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Slika 4.1.: Grafična predstavitev preostale aktivnosti aktivnosti katepsina B v prisotnosti 
različnih aminokislinskih derivatov sukcinimida. Spojine so označene z enako številko kot v 
tabeli 3.2. Z rdečo so označene spojine, ki smo jih izbrali za nadaljnje poskuse. 
Pogoj za izbor inhibitorjev za nadaljnje testiranje je bil, vsaj 20% inhibicija. Tako smo izbrali 
7 spojin, in sicer spojine 2, 5, 6, 8, 11, 12 in 15. 
4.2 Titracijske krivulje 
Titracijske krivulje smo naredili tako, da smo merili aktivnost katepsina B v prisotnosti 
različnih koncentracij inhibitorja. Koncentracije inhibitorja so segale od 0 do 1000 µM.  
Narisali smo diagrame odvisnosti začetnih hitrosti reakcije in jim prilegali logistično enačbo 
s štirimi parametri (enačba I). Dobili smo krivulje, ki so ponazarjale preostalo aktivnost 
katepsina B v odvisnosti od koncentracije inhibitorja. Rezultati so predstavljeni na slikah 4.2 
in 4.3, vrednosti EC50 pa zbrane v tabelah 4.1 in 4.2. 
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Slika 4.2: Grafi odvisnosti preostale encimske aktivnosti od koncentracije inhibitorja 
za hiperbolične inhibitorje katepsina B. Krivulje predstavljajo prileganje logistične enačbe 
s štirimi parametri (Enačba I) eksperimentalnim točkam.  
 
 
 
Tabela 4.1: Številčne vrednosti parametrov. Vsi parametri so bili izračunani na podlagi 
logistične enačbe s štirimi parametri. 
Inhibitor EC50 [μM] 
6 69 ± 27 
8 460 ± 130 
15 390 ± 90 
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Slika 4.3: Grafi odvisnosti preostale encimske aktivnosti od koncentracije inhibitorja za 
popolne inhibitorje. Krivulje predstavljajo prileganje logistične enačbe s štirimi parametri 
(Enačba II) eksperimentalnim točkam.  
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 4.2: Številčne vrednosti parametrov. Vsi parametri so bili izračunani na podlagi 
logistične enačbe s štirimi parametri. 
Inhibitor EC50 [μM] 
4 430 ± 60 
5 90 ± 40 
11 290 ± 50 
12 770 ± 110 
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4.3 Vpliv inhibitorjev na razgradnjo azokazeina 
S poskusi smo želeli preveriti, če spojine inhibirajo tudi razgradnjo makromolekulskih 
substratov. Možno je, da se vpliv inhibitorja zmanjša, poveča oziroma ne spremeni. 
Kot substrat smo uporabili azokazein, ki je dober substrat endopeptidaz. Povprečne vrednosti 
rezultatov so predstavljene na grafu 4.4. 
Vidimo, da spojine 2, 8, 11 in 15 inhibirajo več kot 50 % kazeinolitične aktivnosti katepsina 
B. Pri spojinah 4, 5 in 11 inhibicije skoraj ni, spojina 6 pa zmanjša aktivnost za približno 
20%.  
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4.4: Odvisnosti encimske aktivnosti od prisotnosti inhibitorja. Učinkovitost inhibitorja 
na aktivnost katepsina B v prisotnosti makromolekulskega substrata azokazeina. Spojine so 
označene z enako številko kot v tabeli 3.2. 
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5 RAZPRAVA 
Katepsin B spada med papainu podobne peptidaze. Je ena od 11 človeških cisteinskih 
peptidaz. Sprva je bil uvrščen med lizosomske encime, kasneje pa so mu določili še druge 
fiziološke vloge [4,5].  Sposoben je endo- in eksopeptidazne aktivnosti. To sposobnost mu 
omogoči zaporna zanka, edinstven strukturni element. Pri nizkih pH je zaporna zanka zaprta 
in katepsin ima eksopeptidazno aktivnost, pri višjih pH pa je zaporna zanka odprta in katepsin 
B ima endopeptidazno aktivnost [3,4,5]. Pri napredovanju revmatoidnega artritisa sodeluje 
tudi katepsin B. Pri bolnikih z revmatoidnim artritisom pride do neravnovesja med 
katepsinom B in njegovimi inhibitorji, kar povzroči večjo aktivnost katepsina B in s tem 
večjo razgradnjo hrustanca. Posledično je napredek bolezni bistveno večji [2,10]. 
Vpliv na aktivnost katepsina B smo najprej preverili kvantitativno. Preostalo aktivnost 
katepsina B pri dodani točno določeni koncentraciji aminokislinskega derivata sukcinimida 
smo primerjali z aktivnostjo prostega encima. Naredili smo ožji izbor spojin za nadaljnje 
preizkuse. To so bile spojine 2, 5, 6, 8, 11, 12 in 15 (slika 4.1). Spojine 6, 8,in 15 smo 
identificirali kot hiperbolične inhibitorje (slika 4.2), spojine 4, 5, 11 in 12 pa kot linearne 
(slika 4.3).  V tabeli 5.1 so predstavljene vrednosti EC50 spojin pri katepsinih B, K, S, V in 
L. Iz rezultatov lahko vidimo, da so spojine, ki smo jih pri poskusih s katepsinom B potrdili 
kot hiperbolične inhibitorje, torej spojine 6, 8 in 15, tudi pri drugih katepsinih kažejo enako. 
Spojina 6 je pri vseh petih katepsinih identificirana kot hiperbolični inhibitor, spojini 8 in 15 
pa inhibirata aktivnosti vseh katepsinov, vendar pa sta bili pri katepsinu L identificirani kot 
linearni inhibitor. Spojina 4 je bila pri treh od petih preizkušenih katepsinov, vključno s 
katepsinom B, identificirana kot linearni inhibitor. Spojina 5 je bila pri katepsinu B 
identificirana kot linearni inhibitor, pri katepsinih K, L in V kot hiperbolični, pri katepsinu S 
pa ni imela vpliva. Spojina 11 je bila pri katepsinih B in L identificirana kot linearni inhibitor, 
pri katepsinih K, S in V pa kot hiperboličen inhibitor. Spojina 12 pri katepsinih S in L ni 
imela vpliva, pri katepsinu B je bila identificirana kot linearni inhibitor in pri  katepsinih K 
in V kot hiperbolični. Iz vseh teh rezultatov lahko sklepamo, da alosterični mehanizem 
prevlada nad vezavo na aktivno mesto, saj so vse spojine, ki smo jih pri katepsinu B 
identificirali kot delne inhibitorje, to lastnost pokazala tudi pri drugih katepsinih. Znanih je 
9 alosteričnih inhibitorjev katepsina K in vsi delujejo hiperbolično, zato tudi za inhibitorje 
katepsina B pričakujemo, da bodo delovali po tem mehanizmu [17, 18]. 
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Tabela 5.1: Seznam vseh inhibitorjev katepsina B in vpliv le-teh na katepsine K, S, L,V in 
C. V vseh primerih je bil EC50 določen pri koncentraciji substrata enaki vrednosti Km. 
Navedeno je tudi, ali spojina deluje kot linearen ali hiperboličen inhibitor. 
Spojina EC50 vrednost 
 Katepsin B Katepsin K Katepsin S Katepsin L Katepsin V 
2 420 ± 100 mM območje 900 ± 700 670 ± 300  
4 430 ± 60 260 ± 80 200 ± 60 440 ± 100 170 ± 50 
Linearen   Linearen Linearen 
5 90 ± 40 700 ± 600 Ni inhibicije 95 ± 40 100±40 
Linearen     
6 69 ± 27 2000 ± 200 1100 ± 700 220 ± 88  
8 460 ± 130 600 300 ± 100 620 ± 170 226 ± 102 
   Linearen  
11 290 ± 50 300 ± 100 200 ± 100 300 ± 60  
Linearen   Linearen  
12 770 ± 110 520 ± 80 Ni inhibicije Ni inhibicije 200 ± 58 
Linearen    Hiperboličen 
15 390 ± 90 900 ± 400 520 ± 70 560 ± 270  
   Linearen  
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Pri poskusu z azokazeinom so bili možni rezultati, da so spojine obdržale svoje inhibitorne 
lastnosti, da so se jih inhibitorne lastnosti zmanjšale oziroma povečale in da so spojine svoje 
inhibitorne lastnosti izgubile. Inhibirale so spojine 2, 6, 8, 11 in 15. Spojine 4, 5 in 12 pa so 
imele komaj zaznaven delež inhibicije (slika 4.4). Pri spojinah 2, 6, 11 in 15 se je delež 
inhibicije na aktivnost katepsina B bistveno povečal pri uporabi makromolekulskega 
substrata azokazeina, v primerjavi z uporabo sintetičnega substrata. Te spojine so imele delež 
inhibicije pri poskusu z azokazeinom približno 50%. Pri spojinah 5 in 12 se je delež inhibicije 
zmanjšal, pri spojini 8 pa je ostal skoraj nespremenjen. Iz rezultatov poskusa z azokazeinom 
lahko opazimo, da so linearni inhibitorji, spojine 4, 5, in 12, izgubile vpliv na aktivnost 
katepsina B, izjema je spojina 11, pri kateri je preostala aktivnost katepsina B padla iz 63% 
na 40%. Hiperbolični inhibitorji,  spojina 8 je ohranila svoje inhibitorne lastnosti, pri spojinah 
6 in 15, pa se je vpliv na aktivnost katepsina B celo povečal. Vsi hiperbolični inhibitorji so 
imeli preostalo aktivnost pod 60%. Te rezultate lahko razložimo z mehanizmom alosterije, 
kjer se ligand ne veže na mesto substrata, ampak vpliva na aktivnost encima preko 
konformacijskih sprememb iz nekega drugega mesta na encimu [25, 26]. Linearni inhibitorji, 
pa se vežejo na mesto substrata in jim tako makromolekulski substrat onemogoči vezavo in 
s tem inhibicijo [25, 26]. V primeru katepsina K je le spojina NSC13345 znatno inhibirala 
razgradnjo azokazeina [17]. Učinek preostalih pa je bil manjši kot 25% [27]. 
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6 ZAKLJUČEK 
V diplomskem delu smo iz nabora aminokislinskih derivatov sukcinimida identificirali več 
inhibitorjev človeškega katepsina B od katerih so bili 4 hiperbolični inhibitorji in trije 
linearni. Delni inhibitorji so bile spojine 6, 8, in 15, linearni pa spojine 4, 5, 11 in 12. Pri 
poskusu z azokazeinom so inhibitorne lastnosti pokazale spojine 2, 6, 8, 11 in 15, pri spojine 
5, 4, 12 pa inhibicija aktivnosti katepsina B skoraj ni bila zaznavna. Pri linearnih inhibitorjih 
se je delež inhibicije pri uporabi makromolekulskega substrata bistveno zmanjšal v 
primerjavi z uporabo sintetičnega substrata. Izjema je spojina 11, pri kateri se delež inhibicije 
povečal. Pri delnih inhibitorjih pa se je delež inhibicije pri uporabi makromolekulskih 
substratov pri vseh bistveno povečal v primerjavi z deležem inhibicije, kjer smo uporabili 
sintetičnega substrata. 
V prihodnje bi bilo potrebno te inhibitorje testirati na različnih katepsinih in pri različnih 
substratih, da bi dokazali njihovo učinkovitost tudi pri drugačnih pogojih.  
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